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基础 研究 


三 黄 茵 赤 方 含 药 血清 对 LO2 细 胎 DNA 氧化 损伤 的 影响 


代 欢 , 刁 建新 ,区 锦 莹 , 李 海 叶 , 杨 运 高 
南方 医科 大 学 中 医药 学 院 ,广东 广州 510515 


摘要 :目的 探讨 三 黄 苗 赤 方 含 药 血 清 对 了 0O, 诱 导 LO2 细 胞 DNA 氧化 损伤 的 保护 作用 。 方 法 采集 三 黄 菌 赤 方 含 药 血清 ,以 
LO2 细 胞 株 为 研究 对 象 ,通过 HO; 诱导 LO2 细 胞 DNA 氧化 损伤 模型 ,实验 分 正常 对 照 组 .HsO0; 模 型 组 三 黄 英 赤 方 含 药 血清 
5% 10% 15% 浓 度 组 .维生素 E 组 ,采用 倒置 显微镜 观察 各 组 形态 ,CCK-8 法 测定 细胞 存活 率 ,生化 法 检测 细胞 内 SOD .CAT 和 
GSH-PX 活 性 , 流 式 细胞 仪 检 测 细 胞 内 ROS 水 平 , ELISA 检 测 细胞 内 8-OHdG 含量 ,彗星 实验 检测 细胞 DNA 损 伤 情况 。 结 果 
与 防 O, 模 型 组 比较 ,三 黄 英 赤 方 含 药 血 清 10% 、15% 浓 度 组 .维生素 下 组 均 能 提高 细胞 存活 率 (P<0.05) ,增强 细胞 内 SOD .CAT、 
GSH-PX 活 性 (P<0.05) ,改善 细胞 对 ROS 清除 能 力 (P<0.01) ,降低 细胞 内 8-OHdG 含 量 (P<0.01) ,减低 细胞 拖 尾 率 、 尾 长 . 尾 矩 及 
Olive 尾 矩 (P<0.05)。 结 论 三 黄 茵 赤 方 含 药 血清 对 HO, 诱 导 LO2 细 胞 DNA 氧化 性 损伤 具有 保护 作用 ,以 15% 浓 度 含 药 血 清 组 


作用 最 显著 。 
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Protective effect of Sanhuangyinchi Fang drug serum on hydrogen peroxide-induced 


DNA oxidative damage in LO2 cells 
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Southern Medical University, School of Traditional Chinese Medicine, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To study the protective effect of Sanhuangyinchi Fang drug serum (SF) against hydrogen 
peroxide-mediated DNA oxidative damage in LO2 cells. Methods The LO2 cells were randomly divided into the control 
group , HO; group, SF groups (5%, 10%, and 15%) and vitE group. The morphological features of the treated LO2 cells were 
observed under inverted microscope. The viability of the treated cells was assessed with CCK-8 method, and the activity of 
SOD, CAT and GSH-PX were detected biochemically. Reactive oxygen species (ROS) levels, the content of 8-OHdG, and DNA 
damage of the cells were evaluated by flow cytometry, ELISA, and Comet assay, respectively. Results Compared with H;O; 
group, the cells in SF groups (10% and 15%) and vitE group showed higher cell survival rate (P<0.05) and higher SOD, CATL, 
GSH-PX (P<0.05) and ROS scavenging activities (P<0.01) with markedly decreases the content of 8-OHdG (P<0.01) and reduced 
tailing ratio, tail length, tail moment and Olive tail moment (P<0.05). Conclusion SF drug serum, especially at the 
concentration of 15%, can protect LO2 cells from HO,-mediated DNA oxidative damage. 

Key words: drug serum; LO2 cells; hydrogen peroxide; DNA oxidative damage 


肝 细 胞 氧化 应 激 是 指 OH、 HO0; 等 活性 氧 族 
(reactive oxygen species, ROS) 产 生 过 多 或 /和 内 源 性 
抗 氧化 能 力 降 低 , 氧 化 系统 和 抗 氧 化 系统 平衡 亲 乱 ,而 
致 肝 细 胞 损伤 的 病理 过 程 "。 研 究 显 示 , 氧 化 应 激 通过 
产生 过 量 ROS 等 ,造成 肝脏 脂 质 过 氧化 损伤 ,DNA 氧 化 
损伤 和 和 蛋白质 表达 异常 ,参与 病毒 性 肝炎 , 非 酒精 性 / 酒 


交 高 .毒性 较 大 ,临床 应 用 严重 受 限 。 临 床上 常用 维 生 
素 C. 维 生 素 EE 等 还 原 性 物质 进行 抗 氧化 治疗 ,但 近年 发 
现 这 些 化 学 药物 在 清除 过 量 有 害 自 由 基 的 同时 亦 会 影 
啊 NO HO: 等 多 种 自由 基 作 为 信号 分 子 的 正常 功能 。 
因此 ,寻找 有 效 低 毒 价 廉 的 抗 氧 化 剂 , 对 氧化 性 肝 损 伤 
有 重要 临床 意义 。 


精 性 肝炎 药物 性 肝病 等 多 种 肝脏 疾病 的 发 病 机 制 **。 
这 些 肝病 具有 发 病 率 高 ,病程 长 , 难 医治 ,反复 发 作 的 特 
点 。 而 合成 抗 氧化 剂 如 二 丁 基 羟 基 甲 茶 (BHT) 等 成 本 
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三 黄 英 赤 方 由 芮 陈 茧 汤 ( 芮 陈 蒿 ` 大 黄 板子 ) 减 析 
子 加 姜黄 黄芪. 赤 罗 组 成 ,此 方 含 有 大 黄 素 .姜黄 素 总 
黄酮 等 化 学 成 分 ,初步 药理 实验 表明 ,此 方 对 肝脏 氧化 
性 损伤 甚至 肝 豪 竭 有 明显 的 保护 作用 **。 本 课题 组 前 
期 研究 体内 实验 发 现 ? ,三 黄 苗 赤 方 通过 减少 动物 内 
MDA 含 量 ,抑制 AST ALT 释放 ,保护 D- 氨 基 半 乳糖 
(D-GalN) 联 合 脂 多 糖 (LPS) 损 伤 的 小 鼠 肝 衰竭 。 现 以 
体外 细胞 实验 为 出 发 点 ,进一步 探究 三 黄 英 赤 方 含 药 血 
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清 通过 抗 氧化 应 激 来 实现 HO0,; 所 至 LO2 细 胞 DNA 氧 
化 损伤 的 保护 效应 。 


1 材料 与 方法 
1.1 药物 和 试剂 
大 黄姜 黄 黄芪 芮 陈 葛 ` 赤 区 均 购 自 南方 医院 ( 广 


州 白 云 山 星 群 药 业 股份 有 限 公 司 生 产 ,生产 批号 
12010307)。 人 胚 肝 细 胞 系 LO2(LO2 细 胞 ) 引 自 中 山大 
学 实验 中 心 。 胰 和 蛋白酶 改良 型 RPMI 1640 培 养 基 \、 胎 
牛 血清 为 Gibco 公 司 产品 。CCK-8 试 剂 盒 购 于 同仁 化 
学 研究 所 。 过 氧化 氨 (HEO,) 、 DCFH-DA 购 自 美国 
sigma 公 司 。SOD .CAT .GSH-PX 测 定 试 剂 盒 均 购 于 南 
京 建成 生物 工程 研究 所 。 人 8- 羟 基 脱 氧 鸟 昔 (8-OHdG) 
酶 联 免疫 分 析 试剂 盒 购 自 美国 R&D 公司 。 低 熔点 琼脂 
糖 (LMA)FMC 分 装 ,正常 熔点 琼脂 糖 (NMA) 肌 霸 酸 
钠 、 二 甲 基 亚 硕 Spanish 分 装 ,Triton-X Genview 分 装 。 
1.2 主要 仪器 

日 本 尼康 Eoipse Ti-s 灾 光 倒置 显微镜 及 分 析 软 
件 ; Thermo 全 波段 酶 标 仪 ;二 氧化 矶 培养 箱 ; 细 胞 超 净 
台 ; 美 国 BD 公 司 的 流 式 细 胞 仪 ;JY-SPCT 型 水 平 电泳 槽 。 
1.3 动物 

SD 雄性 大 鼠 30 只 ,体质 量 (240+20) g, 由 南方 医科 
大 学 动物 中 心 提 供 ,( 合 格 证 号 :44002100003232)。 饲 养 
环境 :温度 (22+2)%C ,湿度 (60+5)%。 适 应 性 饲养 3 d。 
1.4 方法 
1.4.1 制备 三 黄 菌 赤 方 含 药 血 清 各 药 按 一 定 剂量 称 取 
240 g 生 药 , 采 用 合 前 形式 ,第 1 遍 前 者 加 8 倍 水 ,第 2 遍 
加 5 倍 水 ,水 沸 后 再 前 者 30 min, 合 并 两 次 前 者 液 ,60 CC 
烘 干 箱 浓缩 至 1.56 g/mL 原液 浓 度 , 冷 藏 保存 。 大 鼠 30 
只 ,随机 分 为 3 组 ,10 只/ 组, 分别 为 正常 对 照 组 三 黄 茵 
赤 方 组 (25 g 生 药 /kg) 和 维生素 也 组 (250 mg/kg)。 灌 胃 
给 药 ,正常 对 照 组 给 以 等 体积 生理 盐水 ,其它 各 组 分 别 
给 予 相应 剂量 药物 ,2 次 /d,2 mL/ 次 ,连续 3 d。 末 次 给 
药 后 1~2 h 内 ,无 菌 条 件 下 腹 主 动脉 采血 ,3000 r/min， 
离心 15 min, 分 离 血 清 。 经 56 WC .30 min 灭 活 处 理 后 ， 
用 0.22 hm 孔径 的 无 苗 滤 器 除 菌 ,分 装 , 于 -80 冰箱 中 
保存 备用 。 临 用 时 ,正常 血清 和 含 药 血清 均 用 不 含 血 清 
的 改良 型 RPMI 1640 培 养 基 稀释 。 
1.4.2 LO2 细胞 的 培养 ”LO2 细 胞 按 和 常规 方法 复苏 后 ， 
置 37 % .5% CO, 培 养 箱 里 ,用 含 10% FBS 和 1% 双 抗 的 
改良 型 RPMI 1640 培 养 液 培养 。 待 细胞 长 满 至 瓶 底 
85% 左 右 时 ,用 含 0.2% EDTA 的 0.25% 胰 蛋白 液 消化 ， 
收集 消化 液 ,1000 r/min, 离 心 3min, 弃 上 清 , 用 培养 液 
将 细胞 沉淀 调 为 细胞 密度 为 1x10'“, 再 接种 至 各 培养 瓶 
中 继续 培养 , 竺 用 。 
1.4.3 H2O, 损 伤 模型 的 确立 取 生 长 良好 的 LO2 肝 细 
胞 ,以 4x10%YmL 细胞 悬 液 接种 于 96 孔 培养 板 中 , 置 


37 .5%CO, 培 养 箱 里 培养 过 夜 后 , 弃 旧 液 。 用 RPMI 
1640 培 养 基 稀 释 正常 血清 , 调 浓 度 为 15% 的 正常 血清 
工作 液 ,以 100 nL/ 孔 加 入 96 孔 培养 板 中 培养 24 h, 弃 旧 
液 ,分 别 加 入 用 RPMI 1640 培 养 基 稀 释 成 7 组 不 同 浓度 的 
HHO, 工作 液 (100、200、400、600、800、1000、1200 hmoyL ) ， 
再 加 正常 对 照 组 , 共 8 组 ,5 孔 组 。HO, 工 作 液 分 别 作 
用 细胞 3h 后 ,用 RPMI 1640 培养 基 洗 2 次 ,然后 每 孔 
加 入 10 pL CCK-8 洲 液 继续 培养 2 h, 用 酶 标 仪 于 波长 
450 nm 处 测定 各 孔 吸 光度 A 值 ,计算 细胞 活力 =(A 实 验 
组 /A 对 照 组 )x100 双 ,以 筛选 出 开 O, 最 合适 的 浓度 。 
1.4.4 CCK-8 法 检测 LO2 细胞 存活 率 将 培养 在 96 孔 
板 中 的 LO2 细胞 随机 分 为 6 组 :正常 对 照 组 
(Control) ;CH2O, 模 型 组 (HO,) ;9)5% 三 黄 英 赤 方 含 药 
血清 组 (5%S);(@D10% 三 黄 茵 赤 方 含 药 血清 组 (10%S); 
(815% 三 黄 茵 赤 方 含 药 血清 组 (15%S);@ 阳 性 对 照 组 
GitE)。 所 有 组 别 以 15% 大 忌 正 常 血清 为 基础 ,不 足 者 
以 正常 血清 补 齐 。 即 细胞 接种 24 h 后 ,GO 组 加 入 终 浓 
度 为 15% 大 鼠 正常 血清 ,@ 组 加 入 终 浓度 为 5% SF， 
10% 大 鼠 正 常 血清 ,@ 组 加 入 终 浓 度 为 10% SF,5% 大 鼠 
正常 血清 ,() 组 加 入 终 浓度 为 15% SF,(@) 组 加 入 终 浓 度 
为 10% vitE,5% 大 鼠 正 常 血 清 , 继 续 培 养 24 h。 除 正常 
对 照 组 外 ,其 余 各 组 均 给 800 umol/L H;0; 作 用 3 h。 用 
CCK-8 法 检测 各 孔 吸 光度 A 值 ,计算 细胞 存活 率 =(A 实 
验 组 /A 对照 组 )x100%。 

1.4.5 倒置 显微镜 观察 LO2 细胞 形态 取 对 数 生 长 期 
LO2 细 胞 ,以 1x109mL 细胞 悬 液 接种 于 6 孔 培 养 板 中 ， 
细胞 分 组 ,处理 见方 法 1.4.4, 利 用 倒置 显微镜 观察 LO2 
细胞 形态 . 

1.4.6 SOD、CAT、GSH-PX 活性 测定 取 对 数 生长 期 
LO2 细 胞 ,以 1x109YmL 细胞 悬 液 接种 于 6 孔 培养 板 中 ， 
细胞 分 组 ,处理 见方 法 1.4.4, 收 集 各 组 细胞 ,采用 液 氮 反 
复 冻 融 法 破碎 细胞 ,用 BCA 试 剂 盒 测定 各 组 细胞 蛋白 
浓度 。SOD .CAT .GSH-_PX 活 性 测定 均 按 照 试 剂 盒 说 
明 书 进行 。 

1.4.7 ROS 清除 能 力 的 测定 取 对 数 生长 期 LO2 细 胞 ， 
以 1x109mL 细胞 葵 液 接种 于 6 了 筷 培 养 板 中 ,细胞 分 组 见 
方法 1.4.4, 以 不 同 浓度 的 SF 和 10% 维 生 素 E 预 处 理 细 
胞 24 h,PBS 洗涤 细胞 2 次 ,装载 以 1: 1000 稀 释 的 
DCFH-DA,37 % 避 光 孵 育 25 min。PBS 洗 细胞 3 次 
后 , 加 入 含有 800 hmoyL HO; 的 无 血清 RPMI 1640 培 
养 基 继 续 避 光 孵 育 30 min 后 ,直接 吹 打 收集 细胞 离心 ， 
去 上 清 , 用 D-Hanks 液 悬浮 细胞 于 流 式 管 中 ,立即 用 流 
式 细胞 仪 检测 。 

1.4.8 8-OHdG 含量 检测 取 对 数 生 长 期 LO2 细 胞 ,以 
1x10%YmL 细胞 悬 液 接种 于 6 和 孔 培 养 板 中 ,细胞 分 组 、 处 
理 见方 法 1.4.4, 将 收集 起 来 的 细胞 用 液 氮 反复 冻 融 3 次 
以 彻底 破碎 细胞 ,12 000 wmin,4% ,离心 30 min, 取 上 


“了 436 ， 
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清 , 分 装 ,-80 保存 备用 。 按 照 8-OHdG 试 剂 合 说 明 书 
进行 后 面 操作 。 显 色 深 浅 和 样品 中 8-OHdG 呈 负 相关 。 
1.4.9 营 星 实验 取 对 数 生 长 期 LO2 细 胞 ,以 1x10YmL 
细胞 悬 液 接种 于 6 孔 培 养 板 中 ,细胞 分 组 、 处 理 见方 法 
1.4.4。 步 又 :(1) 制 板 :第 一 层 胶 的 制备 ,将 已 预 热 56 %C 
的 120 pL 0.8% NMA 滴 到 的 磨砂 载 玻 片上 ,4 %C,10 min 
凝固 ,制备 第 二 层 胶 , 取 10 岂 含 1x10 细 胞 的 PBS 和 
90 hL 0.6% LNM 混 匀 , 铺 到 第 一 层 腕 上 ,4% ,10 min 
凝固 ;(2) 和 裂解 :细胞 裂解 液 裂解 1 h; (3) 解 旋 : 载 玻 片 置 
于 碱 性 电泳 缓冲 液 , 解 旋 20 min; (4) 电 泳 :25 V,300 mA， 
10 min; (5) 中 和 与 染色 : 载 玻 片 放 于 Tiis-HCI 液 中 和 
15 min, 青 滴 加 50 pL 30 hg/mL 的 省 化 乙 锭 (EB ) 溶 液 ， 
避 光 染色 20 min;@ 菊 光 显 微 镜 下 观察 并 拍照 。 利 用 
CASP 软 件 对 彗星 图 像 进行 分 析 。 
1.5 统计 学 处 理 

应 用 SPSS 19.0 软 件 , 所 有 数据 均 以 均 数 + 标准 差 
表示 ,P<0.05 表示 差异 有 统计 学 意义 。 对 各 组 数据 先 
进行 方差 齐 性 检验 , 若 方差 齐 ,采用 Tukey 检 验 ; 藻 方差 
不 齐 , 采 用 Dunnetts T; 检 了 验 。 


2 结果 
2.1 诱导 LO2 细 胞 损伤 所 需 HO; 浓 度 的 确定 

CCK-8 检 测 结果 显示 ,HO; 浓 度 与 LO2 细胞 存活 
率 成 负 相 关 。 当 H0; 浓 度 为 200 hmoyL 时 ,细胞 存活 
率 较 正 常 对 照 组 显著 下 降 ,为 86%+2.24%(P<0.01)。 
HO; 浓 度 为 800 molL 时 ,细胞 存活 率 为 51.4%+3.219% 
(CP<0.01)。 当 了 HO; 浓 度 达到 1200 hmolL 时 ,细胞 存 
活 率 仅 为 18%+4.74% (P<0.01)。 因 此 ,后 续 实验 以 
800 hmoyL H;0; 为 造 模 剂 ,进一步 探讨 三 黄 茵 赤 方 含 药 
血清 的 肝 保 护 作用 (图 1)。 
2.2 三 黄 茵 赤 方 含 药 血清 对 HO; 损 伤 LO2 细胞 存活 率 
的 影响 

CCK-8 检 测 结 果 显 示 , 不 同 浓度 的 三 黄 茵 赤 方 含 
药 血 清和 维生素 下 均 能 提高 区 O, 导 致 的 LO2 细 胞 存活 
率 下 降 。 其 中 15%S 的 保护 效应 最 明显 CP<0.01) ,而 
10%S 与 vitE 组 的 作用 相当 (P>0.05, 图 2)。 
2.3 三 黄 菌 赤 方 含 药 血 清 对 HO, 损 伤 LO2 细 胞 形态 学 
的 影响 

由 图 3 可 见 ,正常 对 照 组 细胞 大 小 均匀 ,细胞 间 排 
列 紧 凑 有 序 , 模 型 组 细胞 皱 缩 或 肿 大 ,形状 变 圆 或 扇 圆 ， 
细胞 间 际 扩大 , 贴 壁 细胞 数量 与 密度 减少 。10% S 组 、 
15% S 组 与 维生素 E 组 细胞 形态 接近 正常 组 ,以 15% S 
组 效果 最 明显 ,但 细胞 数量 与 密度 相对 减少 。 
2.4 三 黄 菌 赤 方 含 药 血清 对 HO, 损 伤 LO2 细胞 SOD、 
CAT、GSH-PX 活 性 的 影响 

与 正常 对 照 组 相 比 ,HO, 模 型 组 SOD CAT、 
GSH-PX 活 性 明显 降低 (P<0.01)。 与 模型 组 相 比 ,10% 
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图 1 H;0; 对 LO2 细 胞 存活 率 的 影响 
Fig.l Effects of H;O; on the cell viability of LO2 cell (n= 
5). 1: Control group; 2: 100 nmol/L; 3: 200 umol/L; 4: 400 
Hmol/L; 5: 600 umol/L; 6: 800 nmol/L; 7: 1000 umol/L; 8: 
1200 pmol/L. *P<0.05 and **P<0.01 vs 1. 
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图 2 三 黄 菌 赤 方 含 药 血清 对 HO, 损 伤 LO2 细 胞 存活 
率 的 影响 

Fig.2 Effects of SHYCF on the cell viability of 
HO,-damaged LO2 cell (n=5). 1: Control group; 2: 
IO model group; 3: 5%S group; 4: 10% S group; 5: 
15% S group; 6: VitE group. *P<0.05 and **P<0.01 vs 
H:O; model group. “P<0.01 vs VitE group. 


S 组 .15%S 组 与 维生素 E 组 SOD、CAT.GSH-PX 活 性 明显 
增高 (P<0.01), 其 中 15% S 组 酶 活性 增高 最 明显 (图 4)。 
2.5 三 黄 菌 赤 方 含 药 血 清 对 HO, 损 伤 LO2 细 胞 ROS 清 
除 能 力 的 影响 

流 式 仪 直方 图 分 析 DCE 葡 光 强 度 , 其 与 细胞 内 活性 
氧 水 平成 正比 (图 5)。 由 图 6 可 见 ,与 模型 组 比 ,三 黄 茵 
赤 方 含 药 血清 能 浓度 依赖 性 地 抑制 HO0; 导 致 的 ROS 合 
量 增加 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.01)。 而 10% S 组 与 
维生素 下 组 对 ROS 清除 能 力 的 比较 ,差异 无 统计 学 意义 
(P<0.05)。 
2.6 三 黄 菌 赤 方 含 药 血清 对 了 HHO; 损伤 LO2 细胞 
8-OHdG 含量 的 影响 

与 正常 对 照 组 相 比 ,模型 组 细胞 内 8-OHdG 含 量 明 
显 增 加 ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.01)。 与 模型 组 比较 ， 
各 给 药 组 细胞 内 8-OHdG 浓 度 均 显著 降低 。 与 维生素 E 
组 相 比 ,15% S 组 的 作用 效果 较 之 明显 ,而 10% S 组 和 
维生素 EE 组 的 作用 相当 ,8-OHdG 含量 差异 无 统计 学 意 
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图 3 三 黄 菌 赤 方 含 药 血清 对 HsO, 损 伤 LO2 细 胞 形态 学 
Fig.3 Effects of SHYCF on the morphological features of H;O,-damaged LO2 cells (Original magnification: x200). A: 
Control group; B: HO; model group; C: 5% 9 group; D: 10%S group; E: 15% S group; F: VitE group. 
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义 (P>0.05, 图 7)。 
2.7 三 黄 菌 赤 方 仿 药 血清 对 HO; 损 伤 LO2 细胞 彗星 实 
验 结果 
实验 结果 显示 ,LO2 细 胞 在 镜 下 只 见 完整 的 细胞 
核 ,DNA 荧 光 图 像 为 红色 圆 球形 ,而 H.O, 模 型 组 可 见 明 
显 彗 星 样 拖 尾 现象 。 各 给 药 组 也 出 现 彗 星 现象 ,但 较 模 
型 组 尾 长 短 , 拖 尾 率 低 (图 8)。 由 表 1 可 见 , 与 模型 组 比 
交 , 三 黄 芮 亦 方 含 药 血 清 低 .中 \ 高 浓度 组 及 维生素 下 组 
细胞 拖 尾 率 降 低 (P<0.01) , 尾 长 . 尾 矩 .Olive 尾 矩 也 显 
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图 4 三 黄 菌 赤 方 含 药 血清 对 HO; 损 伤 LO2 细 
胞 SOD、CAT、GSH-PX 活 性 的 影响 

Fig.4 Effects of SHYCF on the SOD, CAT and 
GSH-PX activity of HO,-damaged LO2 cell (n= 
5). 1: Control group; 2: H;O; model group; 3: 5% 
S group; 4: 10% S group; 5: 15% S group; 6: VitE 
group. *P<0.05 and **P<0.01 vs HO, model 
group. ‘P<0.05 and “P<0.01 vs VitE group. 


著 减 小 (P<0.01)。 其 中 15% S 组 与 维生素 E 组 差异 无 
统计 学 意义 。 


3 讨论 

本 实验 三 黄 茵 赤 方 含 药 血清 是 依据 药物 在 体内 代 
谢 的 半衰期 和 达 峰 时 间 ” 规律 获得 ,能 较 好 反映 三 黄 芮 
赤 方 在 体内 的 真实 药理 效应 ,更 接近 体内 试验 。 另 外 ， 
为 避免 大 鼠 正常 血清 对 细胞 的 影响 ,本 实验 所 有 组 别 均 以 
15% 空 白 大 鼠 血 清 为 基础 ,使 实验 结果 更 具 参 考 意义 。 
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图 5 三 黄 茵 赤 方 含 药 血 清 对 H2O: 损 伤 LO2 细 胞 ROS 清除 能 力 的 影响 
Fig.5 Effects of SHYCF on the intracellular ROS scavenging activity of H;O,-damaged LO2 cell. A: Control group; B: 
H;O; model group; C: 5% S group; D: 10% S group; E: 15% S group; F: VitE group. 
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图 6 三 黄 菌 赤 方 含 药 血清 对 H,O, 损 伤 LO2 细 胞 ROS 
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Fig.6 Effects of SHYCF on the intracellular ROS 
scavenging activity of HzOz-damaged LO2 cell (m= 
4) .1: Control group; 2: HO, model group; 3: 5% 5 
group; 4: 10% S group; 5: 15% S group; 6: VitE group. 
##P<0.01 vs H,O,; model group. *P<0.05 vs VitE group. 


当 氧 化 或 烷 化 物 进 入 细胞 时 ,会 诱导 产生 大 量 
ROS。 若 ROS 得 不 到 及 时 清除 ,ROS 的 中 间 产 物 自由 
基 可 直接 作用 于 核酸 ,引起 碱 基 的 修饰 和 DNA 链 断裂 ， 
造成 细胞 DNA 氧 化 损伤 …"。 彗 星 实验 结果 显示 ,H2O， 
模型 组 可 见 明 显 彗 星 样 拖 尾 现象 ,各 给 药 组 也 出 现在 星 
现象 ,但 较 H0; 模 型 组 尾 长 短 , 拖 尾 率 低 ,提示 三 黄 茵 赤 
方 能 有 效 减 少 LO2 细 胞 DNA 损伤 情况 。8-OHdG 是 
DNA 氧化 损伤 和 细胞 内 氧化 应 激 的 敏感 性 生物 学 标 
志 , 在 DNA 氧化 损伤 的 产生 和 发 展 中 起 到 了 重要 作用 
2 。 有 研究 表明 必 , 一 定 浓度 铬 (CrVI) 可 诱导 细胞 
DNA 氧 化 损伤 ,使 8-OHdG 含 量 增 加 ,细胞 凋 亡 增加 ， 
存活 率 下 降 。 而 细胞 氧化 损伤 的 保护 性 因素 ,而 维 生 
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7 三 黄 菌 赤 方 含 药 血清 对 HO; 损伤 LO2 细胞 
8-OHdG 含量 的 影响 

Fig.7 Effects of SHYCF on the 8-OHdG content of 
HO,-damaged LO2 cell (n=4). 1: Control group; 2: H;O; 
model group; 3: 5% 5; 4: 10% 5; 5: 15% 5; 6: VitE group. 
**Pp<0.01 vs HO,; model group. ‘P<0.05 and “P<0.01 vs 
VitE group. 


素 C 等 下 调 可 增加 体内 8-OHdG 含量 。 本 实验 显示 ,与 
正常 对 照 组 比较 ,H;0; 模 型 组 8-OHdG 含量 显 著 增 加 ， 
而 给 予 三 黄 茵 赤 方 含 药 血清 和 维生素 EE 的 组 中 8-OHdG 
含量 显著 降低 ,细胞 存活 率 也 有 所 提高 ,提示 三 黄 茵 赤 
方 含 药 血清 对 细胞 DNA 氧化 损伤 有 一 定 的 保护 作用 。 
机 体内 存在 一 套 完 整 的 抗 氧化 酶 防疫 系统 ,主要 包 
括 SOD、CAT、GSH-PX 等 ,能 有 效 地 清除 机 体内 产生 的 
ROS, 在 维持 机 体 氧化 状态 动态 平衡 中 起 重要 作用 '。 当 
LO2 细 胞 受到 外 来 HO, 损 伤 后 ,发 生 氧 化 应 激 , 引 起 氧 
化 和 抗 氧化 作用 失衡 ,细胞 内 ROS 产量 急剧 增加 ,大 量 
的 自由 基 消 耗 机 体内 抗 氧化 酶 ,导致 抗 氧化 酶 的 活性 降 
低 …。 从 本 实验 中 可 以 得 出 ,用 HO0; 人 处理 细胞 后 ,细胞 
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图 8 三 黄 菌 赤 方 含 药 血清 对 HO, 损 伤 LO2 细 胞 芷 星 实验 结 


Fig.8 Effects of SHYCF on Comet assay of HO,-damaged cell. A: Control group; B: HO,; model group; C: 5%S group; D: 10%5S 


group; E: 15%S group; F: VitE group. 


表 1 三 黄 菌 赤 方 含 药 


清 对 HO, 诱 导 LO2 细 胞 DNA 损伤 检测 


Tab.1 Effects of SHYCF on the LO2 cells with DNA damage (Mean+SD, n=50) 


Group Rate(%) Tail length Tail moment Olive tail moment 
Control 1.3E1.2** 9.3 士 3.3 尘 站” 1.8+0.93*** 1.8641.2**" 
HO; 98.0+2.0 103,.749.7 86.1+7.1 78.9+6.8 
5%S 72.746.1**# 90.5+3.2** 59.7 二 7.2 水 作 60.9+7.1*% 
10%S 46.0+8.0**# T7627 .0% 46:332.7#kt 38.02.8** 直 
15% S 23.3+6.1*** 43.1+7.5** 23 2 业 3 .4 14.9+2.9** 
VitE 36.0+4.0** 535,312.6** 29.2F4.3** 20.9+4.8** 


*P<0.05 and **P<0.01 vs HiO, model group. “P<0.05 and “P<0.01 vs VitE group. 


内 SOD CAT`.GSH-PX 平 均 活 力 明 显 降低 , 且 ROS 含 
量 明显 增加 。 而 各 浓度 三 黄 芮 赤 方 含 药 血清 组 和 维 生 
素 E 组 中 ,3 种 抗 氧化 酶 的 活力 均 有 所 增加 ,清除 ROS 
的 能 力 有 所 增强 ,维持 细胞 氧化 - 抗 氧 化 状态 的 平衡 ,从 
而 减轻 细胞 的 损伤 甚至 凋 亡 。 

总 之 ,三 黄 英 赤 方 含 药 血 清 预 保 护 能 明显 抑 佣 
HO, 导 致 的 LO2 细胞 活力 下 降 ,能 增强 细胞 内 抗 氧化 
酶 (SOD、CAT、GSH-PX) 的 活性 ,能 有 效 清除 ROS 累 

只 ,减少 ROS 对 细胞 DNA 氧化 损伤 ,使 细胞 内 8-OHdG 

含量 下 降 。 因 此 ,三 黄 黄 赤 方 含 药 血 清 可 能 是 通过 清除 
自由 基 而 发 挥 直 接 抗 氧化 作用 ,或 通过 调节 细胞 内 源 怕 
抗 氧化 系统 ,来 发 挥 其 细胞 保护 效应 的 。 
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